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Los  géneros  Flavobacterium  y Chryseobacterium pertenecen  a  la  familia 
Flavobacteriaceae y están formados por microorganismos muy ubicuos que se 
aíslan,  entre  otras  muchas  fuentes,  de  ambientes  acuáticos  (Bernardet  y 
Bowman,  2006;  Bernardet  y  col.,  2006).  Aunque  la mayoría  de  las  especies 
incluidas  en  ambos  géneros  son  saprofitas,  algunas  especies  como  F. 
branchiophilum,  F.  columnare  y  F.  psychrophilum  son  reconocidas  como 
importantes patógenos de peces (Ostland y col., 1994; Barnes y Brown, 2011; 
Declercq y col., 2013) y otras, como C. scophthalmum, C. piscicola, C. piscium, 
C.  chaponense,  F.  johnsoniae,  F.  hydatis,  F.  succinicans,  F.  chilense,  F. 
araucananum  y  F.  spartansii,  se han  aislado de peces  enfermos  (Mudarris  y 
col., 1994; Bernardet y Bowman, 2006; De Beer y col., 2006; Flemming y col., 
2007; Ilardi y col., 2009; Kämpfer y col., 2011, 2012; Loch y Faisal, 2014b). 
En  el  presente  trabajo  de  Tesis  Doctoral  hemos  realizado  un  estudio 
taxonómico  polifásico  de  un  grupo  de  bacterias Gram  negativas  aisladas  de 




alevines  enfermos  y  en  algunos  casos  se  obtuvieron  en  cultivo  puro, 
consideramos  que  podrían  tener  una  significación  clínica  en  el  proceso 
infeccioso que padecían  los alevines y por ello decidimos  realizar un estudio 
exhaustivo  de  los  mismos  con  la  finalidad  de  poder  identificarlos 
correctamente. 
Los aislados se obtuvieron en agar Anacker and Ordal, uno de los medios 








el  otro  formaba  colonias  de  color  naranja.  La  primera  aproximación  a  la 









Flavobacterium, mientras que  los  aislados que  formaron  colonias naranja  se 
agruparon  formando  cuatro  grupos  filogenéticos  (C1‐C4)  que  presentaron 
porcentajes de similitud en  la secuencia del gen 16S ARNr mayores del 99,1% 
con distintas especies del género Chryseobacterium. 
Los  aislados  del  grupo  C4  se  relacionaron  filogenéticamente  con  C. 
shigense.  Estos  aislados  presentaron  una  morfología  macroscópica  y 
microscópica  idéntica  a  la  de  la  cepa  tipo  de  C.  shigense  (GUM‐KajiT; 
Shimomura y col., 2005), así como unas características fenotípicas consistentes 
con  las  indicadas en  la descripción actual de esta especie  (Shimomura y col., 
2005).  Basándonos  en  los  datos  de  secuenciación  del  gen  16S  ARNr,  y  los 
resultados  de  la  caracterización  fenotípica,  los  aislados  de  este  grupo  se 
identificaron como C. shigense. Esta especie fue aislada originalmente de una 
bebida  de  ácido  láctico  (Shimomura  y  col.,  2005)  y  no  hay  publicaciones 
previas  que  relacionen  a  este  microorganismo  con  peces,  siendo  esta  la 
primera vez que se aísla a partir de peces enfermos. 
Teniendo  en  cuenta  que  en  los  géneros  Flavobacterium  y 
Chryseobacterium especies diferentes pueden presentar homologías de hasta 
99% en  las secuencias del 16S ARNr  (Bernardet, 2006; Charimba y col., 2013; 
Subhash  y  col.,  2013;  Kämpfer  y  col.,  2014a,  b;  Loch  y  Faisal,  2014b), 
realizamos, en los grupos F1‐F7 y C1‐C3, estudios de hibridación ADN‐ADN con 
las  especies  filogenéticamente  más  próximas.  Los  resultados  mostraron 






C3  se  correspondían  con  siete  nuevas  especies  dentro  del  género 
Flavobacterium  y  tres  nuevas  especies  dentro  del  género  Chryseobacterium 
para  las  cuales  se  propusieron  los  nombres  específicos  de  Flavobacterium 





(grupo  F4),  Flavobacterium  collinsii  sp.  nov.  (grupo  F5),  Flavobacterium 
branchiarum sp. nov.  (grupo F6), Flavobacterium branchiicola sp. nov.  (grupo 
F7),  Chryseobacterium  oncorhynchi  sp.  nov.  (grupo  C1),  Chryseobacterium 
tructae sp. nov. (grupo C2) y Chriseobacterium viscerum sp. nov. (grupo C3). 
Con el fin de poder realizar la descripción formal de las nuevas especies se 
completaron  los  estudios  filogenéticos  y  de  hibridación  ADN‐ADN  con  la 
determinación  del  contenido  en  G+C  del  ADN  y  la  caracterización 
quimiotaxonómica y fenotípica de los aislados. 
El  contenido  en  G+C  del  ADN  varió  para  las  especies  del  género 
Flavobacterium entre 33,0 y 36,2 mol% y para las del género Chryseobacterium 




especies  (F.  plurextorum,  F.  tructae,  F.  piscis,  F.  collinsii,  F.  branchiarum,  F. 
branchiicola y C. oncorhynchi) también se encontraron pequeñas cantidades de 
MK‐5. En relación a los diferentes ácidos grasos, aunque existieron diferencias 
cuantitativas  en  el  porcentaje  de  cada  uno  de  los  ácidos  grados  detectados 
entre  las diferentes especies, todas ellas mostraron  iso‐C15:0 como ácido graso 
mayoritario, observándose niveles de entre 19‐33% para  las nuevas especies 
del  género  Flavobacterium  y  en  torno  al  33,7‐40,9%  para  las  del  género 
Chryseobacterium.  Respecto  a  los  lípidos  polares,  esta  característica  fue 
estudiada  en  las  especies  F.  oncorhynchi,  F.  tructae,  F.  piscis,  F.  collinsii,  F. 
branchiarum  y  F.  branchiicola,  las  cuales  presentaron  fosfatidiletanolamina 
como  principal  lípido  polar,  aunque  también  se  encontraron  varios 
aminolípidos  y  lípidos  no  identificados.  Todos  los  resultados 
quimiotaxonómicos obtenidos coinciden con  los descritos para  los miembros 
de  los géneros Flavobacterium y Chryseobacterium (Vandamme y col., 1994a; 









pruebas  como  la  degradación  de  la  L‐tirosina  (positiva  para  las  especies  F. 
plurextorum,  F.  tructae,  F.  collinsii  y  F.  branchiicola  y  negativa  para  F. 
oncorhynchi, F. piscis y F. branchiarum), la degradación de la urea (únicamente 
positiva para  F. branchiicola),  la  formación de pigmento difusible marrón en 
agar L‐tirosina  (observado solo en  la especie F. oncorhynchi) y  la actividad β‐
galactosidasa  (ausente  solamente  en  F.  branchiarum).  De  igual  forma,  las 
nuevas  especies  del  género  Chryseobacterium  pueden  diferenciarse  por 
pruebas  como  el  crecimiento  en  medio  BHI  con  3%  de  NaCl  (observado 
solamente en la especie C. tructae), la utilización de D‐manitol como fuente de 
carbono  y  energía  y  la  presencia  de  actividad N‐acetil‐beta‐glucosaminidasa 
(ambas  positivas  únicamente  para  C.  viscerum),  la  presencia  de  las  enzimas 
tripsina  y  α‐glucosidasa  en  C.  viscerum  y  C.  oncorhynchi,  y  la  ausencia  de 
actividad fosfoamidasa en C. oncorhynchi. 
Las  nuevas  especies  descritas  y  los  aislados  de  C.  shigense  fueron 




diferentes  episodios  clínicos  ocurridos  en  diferentes  periodos  de  tiempo, 
mostraron patrones indistinguibles de PFGE indicando que se trataban de una 
misma  cepa.  Algo  similar  ocurrió  con  los  aislados  de  C.  shigense  cuando  se 
tipificaron mediante la técnica RAPD, que mostraron un único perfil molecular 
a pesar de haber sido aislados durante cinco episodios clínicos diferentes. Sin 
embargo,  el  papel  de  estas  especies  como  patógenos  de  peces  deberá 
confirmarse mediante ensayos exhaustivos de infecciones experimentales. 
Los  resultados  obtenidos  en  este  estudio  no  solo  han  permitido  el 
reconocimiento  y  la  descripción  de  diez  nuevas  especies  de  los  géneros 
Flavobacterium  y  Chryseobacterium  y  el  aislamiento  por  primera  vez  de  la 
especie C. shigense a partir peces enfermos, sino que además ayudan a tener 
un  mejor  conocimiento  de  la  diversidad  de  especies  de  ambos  géneros 
relacionadas  con  infecciones  en peces.  Estos  resultados  junto  al  aislamiento 
creciente  de  especies  de  ambos  géneros  a  partir  de  diferentes  muestras 
clínicas  de  peces  (Pacha  y  Porter,  1968;  Rintamaki‐Kinnunen  y  col.,  1997; 






se describen además una  serie de pruebas que pueden ayudar a  la  correcta 



























Flavobacteriaceae.  Both  genera  are  formed  by  ubiquitous  microorganisms, 
which  can  be  isolated  from  a wide  range of  environments  including  aquatic 
environments  (Bernardet  et  al.,  2006;  Bernardet  and  Bowman,  2006). 
Although most species of both genera are saprophytes, some species such as F. 
branchiophilum,  F.  columnare  and  F.  psychrophilum  are  important  fish 
pathogens  (Ostland  et  al.,  1994;  Barnes  and  Brown,  2011;  Declercq  et  al., 
2013). Several other species, such as C. scophthalmum, C. piscicola, C. piscium, 
C.  chaponense,  F.  johnsoniae,  F.  hydatis,  F.  succinicans,  F.  chilense,  F. 
araucananum  and  F.  spartansii, have  also been  occasionally  associated with 
infections in fish (Mudarris et al., 1994; Bernardet and Bowman, 2006; De Beer 
et al., 2006;  Flemming  et  al., 2007;  Ilardi  et al., 2009; Kämpfer  et al., 2011, 
2012; Lochy and Faisal, 2014b). 
In  the present work a group of Gram‐negative bacteria  isolated  from 
eggs  and  diseased  juvenile  rainbow  trout  suspected  of  F.  psychrophilum 
infection (Austin and Stobie, 1991), were studied using a taxonomic polyphasic 
approach. Many of  these  isolates were obtained  from diseased  rainbow  fry, 
sometimes in pure culture, which might be indicative of their implication in the 
infection  affecting  rainbow  trout  fry.  Therefore, we  decided  to  undertake  a 
comprehensive study in order to reach their precise identification.  
Isolates  were  recovered  on  Anacker  and  Ordal  agar,  medium 
commonly  used  for  the  isolation  of  F.  psychrophilum  (Anacker  and  Ordal, 
1959).  However,  the  cell  morphology  of  the  trout  isolates  following  Gram 
staining was different of  the  filamentous  rods exhibited by  F. psychrophilum 




the  other  consisted  of  isolates  giving  orange  colonies.  Preliminary 
identification of  the  isolates was  carry out by  sequencing of  their  16S  rRNA 
gene.  Analysis  of  16S  rRNA  sequences  of  these  isolates  revealed  a  clear 
affiliation  to  the  genera  Flavobacterium  and  Chryseobacterium.  Isolates 
displaying  yellow  colonies  represented  seven  separate  phylogenetic  groups 










and  microscopic  morphology  identical  to  the  type  strain  of  C.  shigense 
(Shimomura et al., 2005). Moreover, most of the phenotypic characteristics of 
the C. shigense  trout  isolates were consistent with  the current description of 
this  species based  solely  in  the  strain DSM 17126T  (Shimomura et al., 2005), 
which support  the  identification based on 16S rRNA gene sequencing. Taking 
into account  the  results of 16S  rRNA gene  sequencing and  the  results of  the 
phenotypic characterization, C4 group  isolates were  identified as C. shigense. 
This  is  the  first  description  of  the  recovery  of  C.  shigense  from  clinical 
specimens in trout, a very different habitat to fresh lactic acid beverage where 
it was initially isolated (Shimomura et al., 2005). 
Within  the  genera  Flavobacterium  and  Chryseobacterium,  different 
species  can exhibit up  to 99.0%  similarity  in  their 16S  rRNA gene  sequences 
(Bernardet, 2006; Charimba et al., 2013; Subhash et al., 2013; Kämpfer et al., 
2014a,  b;  Loch  and  Faisal,  2014b).  For  that  reason,  genomic  DNA–DNA 





The  phylogenetic  and  genomic  DNA–DNA  hybridizations  data 
demonstrated that the isolates of F1‐F7 and C1‐C3 groups represent seven and 
three  new  species  belonging  to  the  genera  Flavobacterium  and 
Chryseobacterium,  respectively.  The  names  Flavobacterium  oncorhynchi  sp. 
nov.  (group  F1),  Flavobacterium  plurextorum  sp.  nov.  (group  F2), 
Flavobacterium  tructae  sp.  nov.  (group  F3),  Flavobacterium  piscis  sp.  nov. 
(group  F4),  Flavobacterium  collinsii  sp.  nov.  (group  F5),  Flavobacterium 
branchiarum  sp.  nov.  (group  F6)  and  Flavobacterium  branchiicola  sp.  nov. 
(group F7) are proposed for the new species of the genus Flavobacterium. On 
the other hand, the names Chryseobacterium oncorhynchi sp. nov. (group C1), 








chemotaxonomic,  physiological  and  biochemical  characteristics  of  isolates 
were determined. 
The  DNA  G+C  content  was  between  33.0‐36.2 mol%  and  33.1‐39.0 
mol%  for  the  species  of  the  genus  Flavobacterium  and  Chryseobacterium, 
respectively.  These  values  are  consistent with what  has  been  observed  for 
species of both genera (Bernadet et al., 2006; Bernardet and Bowman, 2006). 






the  new  species  of  the  genera  Flavobacterium  and  Chryseobacterium, 
respectively. The polar lipids were determined in the species F. oncorhynchi, F. 
tructae,  F.  piscis,  F.  collinsii,  F.  branchiarum  and  F.  branchiicola,  which 
presented phosphatidylethanolamine as the main polar lipid, although several 
unidentified  aminolipids  and  unidentified  lipids  were  also  found.  These 
chemotaxonomic data corroborated the adscription of the novel species to the 
genera  Flavobacterium  and  Chryseobacterium  (Vandamme  et  al.,  1994a; 
Bernardet  et  al.,  2002;  Bernardet  and  Nakagawa,  2006;  Bernardet  and 
Bowman, 2011). 
The new species of  the genera Flavobacterium and Chryseobacterium 
can  be  readily  differentiated  by  several  morphological,  physiological  and 
biochemical  characteristics.  For  example,  the  new  species  of  the  genus 
Flavobacterium  can  be  differentiated  by  their  ability  to  degrade  L‐tyrosine 
(positive  for  F.  plurextorum,  F.  tructae,  F.  collinsii  and  F.  branchiicola  and 
negative  for  F.  oncorhynchi,  F.  piscis  and  F.  branchiarum)  and  urea  (only 
positive for F. branchiicola). The can be also distinguished by the production of 
brown  diffusible  pigment  on  tyrosine  agar  (observed  only  in  the  specie  F. 












Isolates  of  the  new  species  described  and  C.  shigense  isolates were 
molecularly  characterized  by  PFGE  and  RAPD,  respectively.  The  results 
suggested a possible clinical significance of some of these microorganisms. For 
instance, isolates of F. oncorhynchi and C. oncorhynchi, obtained from different 
rainbow  trout  fry  in  several  clinical  episodes  at  different  times,  exhibited 
indistinguishable PFGE patterns  indicating they are  the same strain. Similarly, 
C. shigense isolates showed undistinguishable RAPD fingerprints although they 
had  been  isolated  for  five  different  clinical  episodes.  However,  the  role  of 
these species as fish pathogens should be confirmed by experimental infection 
trials. 
The  results  obtained  in  this  study  allowed  the  identification  and 
description  of  ten  new  species  belonging  to  the  genera  Flavobacterium  and 
Chryseobacterium and the first description of the isolation of C. shigense from 
clinical  specimens  in  fish.  In  addition,  the  results  of  the  present  work 
contribute  to  a better  knowledge of  the diversity  of  species of both  genera 
from fish and their possible association with disease. On the other hand, these 
results, together with the increasing number of species of both genera isolated 
from different  clinical  specimens of  fish  (Pacha and Porter, 1968; Rintamaki‐
Kinnunen et al., 1997; Tiirola et al., 2002; Bernardet et al., 2005; Fleming et al., 
2007; Ilardi and Avendaño‐Herrera, 2008;. Loch et al., 2013) highlight the role 
of  these microorganisms as potential  fish pathogens.  In addition, we provide 
different  characteristics  that  can  facilitate  the  correct  identification  of  the 

























La  familia  Flavobacteriaceae  pertenece  al  Orden  Flavobacteriales  y  a  la 
Clase  Flavobacteriia,  y  representa  la  mayor  rama  del  filo  Bacteroidetes, 
anteriormente denominado grupo Cytophaga‐Flavobacterium‐Bacteroides  (Hirsch 
y col., 1998). La primera alusión a esta familia la hizo Jooste en su estudio de Tesis 





Bernardet  y  col.  quedando  constituida  por  siete  géneros  (el  género  tipo, 
Flavobacterium,  y  los  géneros  Bergeyella,  Capnocytophaga,  Chryseobacterium, 
Empedobacter,  Ornithobacterium  y  Weeksella),  el  taxón  [Flavobacterium] 
odoratum,  y  algunos  microorganismos  aislados  de  ambientes  marinos 
([Flexibacter]  aurantiacus  subsp.  copepodarum,  [Flexibacter]  maritimus, 
[Flexibacter]  ovolyticus,  [Flectobacillus]  glomeratus,  [Cytophaga]  latercula, 





párrafo anterior). Así, se creó el género Myroides, al que  fue  trasladado el  taxón 
[F.]  odoratum  (Vancanneyt  y  col.,  1996)  y  se  describieron  cinco  géneros  de 





los  géneros  Cellulophaga  (incluyó  la  especie  anteriormente  llamada  [C.]  lytica) 





En  el  año  2002  se  publicaron  los  criterios mínimos  (Minimal  Standards) 
recomendados  para  la  descripción  de  nuevos  miembros  de  la  familia 
Flavobacteriaceae  (Bernardet y  col., 2002) con el objetivo de  facilitar  la correcta 
descripción de nuevos taxones en  la  familia, y evitar así  la publicación de nuevas 
especies  pobremente  caracterizadas  (Tabla  1).  Junto  a  estos  criterios,  se  realizó 
también  una modificación  de  la  descripción  de  la  familia,  la  cual  era  necesaria 
debido a la incorporación de nuevos taxones desde su primera descripción en 1996 
que presentaban características distintas a  las  incluidas en  la descripción original 
de la familia, quedando formada por 18 géneros y dos organismos genéricamente 







Fenotípicas  Producción  de  pigmento;  Presencia  de  Gliding  motility; 
Requerimientos de salinidad; Metabolismo capnofílico; Crecimiento 
a  diferentes  temperaturas  (25,  37  y  42  °C);  Crecimiento  en  agar 
MacConkey  y  hridroxi‐β‐butirato;  Producción  de  ácido  a  partir  de 
glucosa y sacarosa; Producción de DNasa, ureasa, catalasa, indol y β‐
galactosidasa;  Degradación  de  agar,  almidón,  esculina  y  gelatina; 
Resistencia a la penicilina G. 
Quimiotaxonómicas  Análisis de ácidos grasos; Menaquinonas 




las  técnicas  moleculares,  unido  a  un  aumento  en  el  número  de  estudios  de 
comunidades  bacterianas  en  diversos  ecosistemas,  principalmente  ambientes 
polares  y/o marinos, permitió que  el número de  géneros  atribuidos  a  la  familia 
comenzara a crecer a un ritmo exponencial (Bernardet, 2006). Así, en el momento 





Actibacter  Aequorivita  Aestuariibaculum  Aestuariicola 
Algibacter  Aquimarina  Arenibacter  Aureicoccus 
Aureitalea  Aureivirga  Bergeyella  Bizionia 
Capnocytophaga  Cellulophaga  Chryseobacterium  Cloacibacterium 
Coenonia  Corallibacter  Costertonia  Croceibacter 
Croceitalea  Cruoricaptor  Dokdonia  Elizabethkingia 
Empedobacter  Epilithonimonas  Eudoraea  Euzebyella 
Flagellimonas  Flaviramulus  Flavivirga  Flavobacterium 
Formosa  Fulvibacter  Gaetbulibacter  Galbibacter 
Gangjinia  Gelidibacter  Gillisia  Gilvibacter 
Gramella  Hyunsoonleella  Imtechella  Jejuia 
Joostella  Kordia  Kriegella  Krokinobacter 
Lacinutrix  Leeuwenhoekiella  Leptobacterium  Lutaonella 
Lutibacter  Lutimonas  Mangrovimonas  Maribacter 
Mariniflexile  Marinivirga  Maritimimonas  Marixanthomonas 
Meridianimaribacter  Mesoflavibacter  Mesonia  Muricauda 
Muriicola  Myroides  Namhaeicola  Nonlabens 
Olleya  Ornithobacterium  Persicivirga  Pibocella 
Planobacterium  Polaribacter  Pontirhabdus  Postechiella 
Pricia  Pseudofulvibacter  Pseudozobellia  Psychroflexus 
Psychroserpens  Riemerella  Robiginitalea  Salegentibacter 
Salinimicrobium  Sandarakinotalea  Sediminibacter  Sediminicola 
Sejongia  Siansivirga  Sinomicrobium  Snuella 
Soonwooa  Spongiibacterium  Stanierella  Stenothermobacter 
Subsaxibacter  Subsaximicrobium  Sungkyunkwania  Tamlana 
Tenacibaculum  Ulvibacter  Vitellibacter  Wautersiella 
Weeksella  Winogradskyella  Yeosuana  Zeaxanthinibacter 








En  el  estudio más  reciente  (Bernardet,  2006),  se  compararon  las  secuencias del 
16S ARNr de  las especies representativas de  los 54 géneros que en ese momento 
conformaban  la  familia,  observándose  que  ésta  se  dividía  en  dos  grupos  bien 
definidos:  uno  más  pequeño,  que  al  parecer  agrupaba  géneros  que  incluían 
microorganismos  desprovistos  de  gliding  motility,  incapaces  de  crecer  bajo 
condiciones  halófilas  (excepto  algunas  especies  del  género  Chryseobacterium)  o 
psicrófilas (excepto los miembros del género Sejongia) y muchos de los miembros 
no pigmentados y patógenos de la familia; el otro grupo, más numeroso, también 
llamado  “grupo  marino”  (Bowman  y  Nichols,  2005;  Bowman,  2006),  estaba 
formado  mayoritariamente  por  géneros  que  abarcaban  microorganismos 
halotolerantes o halófilos, aproximadamente  la mitad de  los  cuales presentaban 
gliding motility y una tercera parte eran psicrófilos. Estos dos grupos basados en la 
comparación de las secuencias del gen que codifica para el 16S ARNr se mantienen 










Según  la  descripción  de  la  familia  Flavobacteriaceae  (Bernardet  y  col., 
2002),  los  microorganismos  que  la  constituyen  son  bacilos  cortos  a 
moderadamente  largos con  lados paralelos o  ligeramente  irregulares y extremos 
redondeados  o  ligeramente  cónicos.  Por  lo  general miden  de  0,3  a  0,6  µm  de 
ancho y de 1 a 10 µm de  largo, aunque  los miembros de algunas especies, bajo 
determinadas  condiciones  de  crecimiento,  pueden  formar  células  filamentosas 
flexibles (por ejemplo en los géneros Flavobacterium y Tenacibaculum) o células en 
espiral  y  helicoidal  (especies  de  los  géneros  Polaribacter,  Psychroflexus  y 
Psychroserpens). En algunas especies  las células de cultivos viejos pueden  formar 
cuerpos  esféricos  o  cocoides  (por  ejemplo  en  los  géneros  Flavobacterium, 
Psychroserpens  y Tenacibaculum).  Son bacterias Gram‐negativas, que no  forman 
esporos. Generalmente no presentan flagelos, a excepción de Polaribacter irgensii, 
que  presenta  flagelos  polares.  Pueden  ser móviles  por  gliding  (por  ejemplo  los 
géneros  Capnocytophaga,  Cellulophaga,  Gelidibacter,  Flavobacterium, 
Tenacibaculum  y  Zobellia)  o  inmóviles  (por  ejemplo  los  géneros  Bergeyella, 
Chryseobacterium,  Coenonia,  Empedobacter,  Myroides,  Ornithobacterium, 
Polaribacter, Psychroserpens, Riemerella, Salegentibacter y Weeksella). 
Estos  microorganismos  pueden  presentar  un  crecimiento  aerobio  (por 
ejemplo  los  géneros Bergeyella,  Cellulophaga,  Chryseobacterium,  Empedobacter, 
Flavobacterium,  Gelidibacter,  Myroides,  Polaribacter,  Psychroflexus, 
Psychroserpens,  Salegentibacter,  Tenacibaculum,  Weeksella  y  Zobellia)  o 
microaerófilo  o  anaerobio  (por  ejemplo  los  géneros  Capnocytophaga,  Coenonia, 
Ornithobacterium  y  Riemerella).  La  temperatura  óptima  de  crecimiento  oscila 
generalmente en el  rango de 25 a 35  °C,  si bien algunas especies o géneros  son 
psicrófilos  o  psicrotolerantes  (por  ejemplo  Flavobacterium  psychrophilum  y 
algunas  especies  de  los  géneros  Gelidibacter,  Polaribacter,  Psychroflexus  y 
Psychroserpens. Los miembros de algunos géneros son halófilos en diversos grados 
(por  ejemplo  en  los  géneros  Cellulophaga,  Gelidibacter,  Polaribacter, 
Psychroflexus, Psychroserpens, Salegentibacter, Tenacibaculum y Zobellia). 
Forman  colonias  que  pueden  ser  no  pigmentadas  (por  ejemplo  en  los 
géneros  Bergeyella,  Coenonia,  Ornithobacterium  y  Weeksella),  o  pigmentadas 
debido a  la producción de pigmentos del  tipo  flexirrubina,  carotenoide o ambos 
(por  ejemplo  en  los  géneros  Capnocytophaga,  Cellulophaga,  Chryseobacterium, 
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Empedobacter,  Flavobacterium,  Gelidibacter,  Myroides,  Polaribacter, 
Psychroflexus,  Psychroserpens,  Riemerella,  Salegentibacter,  Tenacibaculum  y 
Zobellia). Son quimioorganotrofos. No presentan gránulos intracelulares de poly‐β‐
hidroxibutirato. El contenido G+C del ADN varía de 27 a 44 mol%. 
Desde  el  punto  de  vista  quimiotaxonómico,  todos  los  miembros  de  la 
familia  contienen  menaquinona  6  (MK‐6)  como  única  o  principal  quinona 
respiratoria  y  no  poseen  esfingofosfolípidos.  Como  poliamina  mayoritaria  los 
miembros  de  esta  familia  tienen  homoespermidina,  si  bien  también  pueden 




ayudan a diferenciar especies  (Vandamme  y  col., 1994b; Bernardet  y  col., 1996; 
Vancanneyt  y  col.,  1996;  Vandamme  y  col.,  1996;  Bowman  y  col.,  1997,  1998; 
Gosink  y  col.,  1998;  Barbeyron  y  col.,  2001).  Los  perfiles  de  proteínas  también 
pueden ser útiles para diferenciar las especies de algunos géneros, como es el caso 
de los géneros Capnocytophaga (Vandamme y col., 1996), Myroides (Vancanneyt y 
col.,  1996),  Riemerella  (Vancanneyt  y  col.,  1999)  o  Flavobacterium  (Bernardet  y 
col., 1996). 
3.1.3 Ecología 
Los miembros de  la  familia  Flavobacteriaceae  son microorganismos muy 
ubicuos  que  habitan  una  amplia  variedad  de  hábitats  terrestres  y  acuáticos.  La 
mayoría  son  saprófitos, aunque varios miembros de  la  familia  se han aislado de 
personas  y  animales  enfermos  y  algunas  especies  son  consideradas  verdaderos 
agentes patógenos (Bernardet y col., 1996, 2002). 
Teniendo  en  cuenta  el  gran  número  de  taxones  incluidos  en  la  familia 
Flavobacteriaceae  (Euzeby y Parte, 2014b),  las  fuentes de  las que se aíslan estos 
microorganismos son muy diversas, entre estas se pueden mencionar: ecosistemas 





(esputo,  sangre,  saliva,  orina,  etc.);  ambientes  clínicos  (equipos  y  dispositivos 
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Aunque  como  se  ha  comentado  anteriormente  la  mayoría  de  los 
miembros de la familia son microorganismos ambientales, existen algunas especies 
patógenas  para  el  hombre  y  los  animales  (Tabla  3).  Dentro  de  estas  especies, 
aquellas que son capaces de infectar al hombre, aunque su prevalencia es bastante 
baja  (se  aíslan  con  una  frecuencia  del  1%  o  menor),  tienen  una  importante 
significación  clínica  dado  que  suelen  ser  extremadamente  resistentes  a muchos 










Las  especies  Empedobacter  brevis, Weeksella  virosa  y  dos  especies  del 
género Myroides  (Myroides odoratus y Myroides odoratimimus), son comunes en 
el  entorno  hospitalario  como  responsables  de  infecciones  nosocomiales.  Estos 
microrganismos  son  capaces  de  colonizar  dispositivos  permanentes,  tales  como 
catéteres, y posteriormente  infectar a  las personas causando diversas  infecciones 
locales  como  celulitis  o  procesos  septicémicos  (Green  y  col.,  2001; Hugo  y  col., 
2006a, b; Maraki y col., 2012; Raman y col., 2012; Slenker y col., 2012). E. brevis, 







Especies  Humanos  Perros y gatos  Aves  Peces 
Reptiles y 
anfibios 
Elizabethkingia meningoseptica  +  +  +  +  + 
Empedobacter brevis  +  +       
Weeksella virosa  +         
Myroides odoratus 
Myroides odoratimimus  +         
Bergeyella zoohelcum  +  +       
Capnocytophaga spp.  +  +       
Coenonia anatina      +     
Riemerella spp.      +     

























Bergeyella  zoohelcum  y  las  especies  del  género  Capnocytophaga  están 
presente  en  la  cavidad  oral  de  los mamíferos  y  se  aíslan  de  heridas  humanas 
causadas  por mordeduras  de  gatos  y  perros  (Shukla  y  col.,  2004;  Hugo  y  col., 
2006a).  Además  se  asocian,  aunque  en menor medida,  con  casos  de  abscesos, 
meningitis y septicemia (Hugo y col., 2006a; Lin y col., 2007). Algunas especies del 
género Capnocytophaga también están implicadas en el hombre en enfermedades 
periodontales,  gingivitis  o  caries  dentales  (Leadbetter,  2006;  Jolivet‐Gougeon  y 
col.,  2007;  Piau  y  col.,  2013).  Asimismo,  B.  zoohelcum  y  Capnocytophaga 
canimorsus,  se han asociado  con  infecciones  respiratorias en gatos  (Decostere  y 
col., 2002; Lloret y col., 2013). 
Las  especies  Coenonia  anatine,  Ornithobacterium  rhinotracheale  y  dos 
especies del género Riemerella  (Riemerella anatipestifer y Riemerella  columbina) 
son responsables de neumonías y septicemias en diferentes especies de aves como 





(Avendaño‐Herrera  y  col.,  2006).  De  igual  forma,  Tenacibaculum  ovolyticum  es 












podrían ser utilizados en  la  industria alimentaria y  farmacéutica por  la capacidad 








anilina,  furano,  perclorato,  atrazina,  pentaclorofenol,  oligómeros  de  nylon, 




En  la  familia  también  existen  algunas  especies  psicrófilas,  aisladas  de 
ambientes  fríos  o  polares,  que  producen  enzimas  potencialmente  interesantes 
tales  como  proteasas  cold‐active  o  endopeptidasas  que  podrían  tener múltiples 









heterogéneo  de  microorganismos  recuperados  de  diferentes  entornos  que  se 
caracterizaban  por  ser  mayoritariamente  bacilos  Gram  negativos  (también  se 
incluyeron  algunas  especies  Gram  positivas),  aerobios,  quimiorganótrofos, 
inmóviles o móviles por  flagelos polares o  flagelos peritricos, no  formadores de 
endosporas  y  que  crecían  en  medios  de  cultivo  dando  lugar  a  colonias 




edición,  se  excluyeron  del  género  los  microorganismos  con  flagelos  polares 




se  eliminaron  las  especies Gram  positivas.  Posteriormente,  en  la  octava  edición 
(Weeks, 1974) el género se dividió en dos secciones: la sección I que agrupaba las 




Flavobacterium  sólo debería  incluir  los microorganismos desprovistos de gliding, 
no móviles y con bajo porcentaje de G+C del ADN. En este mismo sentido, Holmes 
y Owen (1979) consideraron que la descripción del género dada por Weeks (1974) 




con  el  fin  de  limitarlo  a  aquellos  microorganismos  clínicos,  ambientales  o  de 
alimentos,  que  fuesen  Gram  negativos,  aerobios,  quimiorganótrofos,  oxidasa  y 
catalasa  positivos,  no  móviles,  que  desarrollaban  colonias  generalmente 
pigmentadas  de  color  amarillo‐naranja  y  con  un  tipo  de  metabolismo 
estrictamente  respiratorio,  activamente  proteolíticos  pero  pobremente 
sacarolíticos  y  con  un  contenido  G+C  del  ADN  de  31‐40 mol%.  Esta  propuesta 
quedó  recogida  en  la  primera  edición  del  Bergey’s  Manual  of  Systematic 
Bacteriology  (Holmes  y  col.,  1984a),  quedando  constituido  el  género  por  siete 
especies  (Flavobacterium aquatile, [Flavobacterium] balustinum, [Flavobacterium] 
breve,  [Flavobacterium]  meningosepticum,  [Flavobacterium]  multivorum,  [F.] 
odoratum, y [Flavobacterium] spiritivorum). 





como  la  especie  tipo,  solicitud  que  fue  denegada  por  La  Comisión  Judicial  del 
Comité Internacional de Bacteriología Sistemática (Wayne, 1982). 
Según la clasificación de Holmes (1992), el grupo A estaba formado por [F]. 
balustinum,  [F].  breve,  [Flavobacterium]  gleum,  [Flavobacterium]  indologenes, 
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[Flavobacterium]  indoltheticum,  y  [F]. meningosepticum, que  fueron  transferidos 
posteriormente  a  los  nuevos  géneros  Chryseobacterium  y  Empedobacter 
(Vandamme y col., 1994a). El grupo B lo componía [F]. odoratum. El grupo C incluía 




constituían dos especies  inicialmente conocidas como grupo CDC  IIf y  IIj, para  las 
cuales  se  propuso  la  creación  del  género  Weeksella  (Holmes  y  col.,  1986),  y 
pasaron  a  nombrarse W.  virosa  y  [Weeksella]  zoohelcum  (ahora  B.  zoohelcum; 
Vandamme  y  col.,  1994a)  respectivamente.  Posteriormente  fueron  descritos 
nuevos microrganismos pertenecientes al género Flavobacterium  (Wakabayashi y 
col.,  1989;  Dobson  y  col.,  1993),  estando  constituido  en  el  año  1996,  por  seis 
especies  válidas:  F.  aquatile  (la  especie  tipo),  Flavobacterium  branchiophilum, 
[Flavobacterium] ferrugineum, [F.] gondwanense, [F]. odoratum, y [F.] salegens. 
En este año, 1996, se publicó un extenso estudio polifásico que abarcó 106 
cepas  bacterianas  pertenecientes  principalmente  a  los  géneros  Cytophaga, 
Flexibacter,  Flavobacterium,  Sphingobacterium  y  Microscilla  (Bernardet  y  col., 
1996).  En  esta  investigación,  estudios  de  hibridación  ADN‐ARNr  permitieron 
establecer una clara delimitación de un grupo de microorganismos mal clasificados 
relacionados con F. aquatile, denominado “Flavobacterium aquatile rRNA cluster", 
que  contenía  las  especies  F.  aquatile,  F.  branchiophilum,  [Cytophaga]  flevensis, 
[Cytophaga]  aquatilis,  [Cytophaga]  johnsonae,  [Cytophaga]  pectinovora, 
[Cytophaga]  saccharophila,  [Cytophaga]  succinicans  “Cytophaga  allerginae”, 
“Cytophaga  xantha”,  [Flexibacter]  columnaris,  [Flexibacter]  psychrophilus,  [F] 
aurantiacus,  “F.  aurantiacus  subsp.  excathedrus”,  “Promyxobacterium  flavum”, 
“Sporocytophaga cauliformis” y  [F]. odoratum. Las especies  [F].  ferrugineum,  [F]. 
gondwanens y  [F]. salegens, que hasta ese momento  formaban parte del género 
Flavobacterium,  quedaron  claramente  separadas  del  “Flavobacterium  aquatile 
rRNA  cluster",  por  lo  que  se  propuso  que  fuesen  excluidas  del  género,  estando 
ubicadas  actualmente  en  los  géneros  Terrimonas  (Xie  y  Yokota,  2006), 
Psychroflexus  (Bowman  y  col.,  1998)  y  Salegentibacter  (McCammon  y  Bowman, 
2000), respectivamente. 
Todas las especies agrupadas en el “Flavobacterium aquatile rRNA cluster" 
además  de  tener  hábitats  similares  (suelo  y  agua  dulce),  también  compartían 
Introducción 
42 
características  como  la  presencia  de MK‐6  como  principal  quinona  respiratoria, 
perfiles de ácidos grasos muy similares, un contenido G+C del ADN entre 32 y 37 
mol%,  además de  varias  características  fenotípicas  comunes  a  la mayoría de  las 
especies  como  por  ejemplo  la  presencia  de  gliding  motility,  la  producción  de 
pigmento de color amarillo de los tipos carotenoide o flexirrubina o la producción 
de  ácido  a  partir  de  carbohidratos.  Estos  criterios,  fenotípicos  y  filogenéticos, 





clínico,  este microorganismo, un poco más  tarde  fue  reclasificado  en un  género 
separado, Myroides, como M. odoratus (Vancanneyt y col., 1996). 
En  este  estudio  (Bernardet  y  col., 1996),  también  se  corrigieron  algunos 
problemas  de  nomenclatura  relacionados  con  los  nombres  de  algunos  de  los 
microorganismos  reclasificados dentro del género para  los cuales se propusieron 
nuevas  combinaciones.  Así,  [C.]  aquatilis  fue  reclasificada  como  Flavobacterium 
hydatis para evitar que la nueva combinación se convirtiese en un homónimo de F. 
aquatile; la reclasificación de [C.] johnsonae fue corregido por su epíteto específico 
johnsoniae;  las  cepas  de  [F.]  aurantiacus  compartían  muchas  características 
fenotípicas, similares perfiles de ácidos grasos, y altos niveles de  la relación ADN‐
ADN  con  la  cepa  tipo de  Flavobacterium  johnsoniae, por  lo que  se propuso que 
fueran  incluidas en esta especie. Finalmente, se decidió referir a algunos taxones, 
tales  como  “Cytophaga  allerginae”,  “Cytophaga  xantha”,  “F.  aurantiacus  subsp. 
excathedrus”,  “Promyxobacterium  flavum”,  y  “Sporocytophaga  cauliformis”,  que 
claramente  pertenecían  al  género  Flavobacterium  pero  que  no  habían  sido 




Como  consecuencia  de  este  estudio  (Bernardet  y  col.,  1996),  el  género 
quedó  formado por diez especies: F. aquatile, F. branchiophilum, Flavobacterium 














16S  ARNr  no  pertenecen  al  mismo  y  cuya  taxonomía  aún  no  se  ha  corregido 
oficialmente. Tal es el  caso de  las especies Flavobacterium devorans  (99,86% de 
similitud  con  Sphingomonas  paucimobilis);  Flavobacterium  acidificum  (99,9%  de 
similitud  con  Pantoea  ananatis);  Flavobacterium  oceasnosedimentum  (99,8%  de 
similitud con Curtobacterium citreum); y Flavobacterium thermophilum (99,7% de 
similitud  con  Anoxybacillus  kamchatkensis).  Por  otra  parte,  la  especie 
Flavobacterium sasangense (Yoon y col., 2009) fue invalidada un año más tarde de 
su descripción ya que no se presentaron pruebas de haber depositado la cepa tipo 
en  dos  colecciones  de  cultivos  en  diferentes  países,  como  se  requiere  para  la 


























































































































































































































































































La  información  detallada,  incluyendo  sinónimos,  datos  históricos  de  los  nombres,  cepas 
tipo,  etc.,  puede  obtenerse  a  través  de  la  List  of  Prokaryotic  names  with  Standing  in 











familia,  también pueden variar dentro del género Flavobacterium y por  lo  tanto, 
no se pueden utilizar para delimitarlo de otros géneros de la familia. 
Según  la  descripción  del  género  (Bernardet  y  col.,  1996;  Bernardet  y 
Bowman,  2006),  las  especies  que  lo  forman  son  bacilos  individuales  con  lados 
paralelos o ligeramente curvados y extremos redondeados o ligeramente cónicos. 
Una  excepción  es  la  especie  Flavobacterium  denitrificans  que  puede  formar 
cadenas de 3‐14 células  (Horn y col., 2005). Por  lo general,  los microorganismos 
agrupados en el género  tienen un diámetro aproximado de 0,3 a 0,5 µm, y una 
longitud  variable,  a menudo  de  2  a  5  µm,  aunque  bajo  ciertas  condiciones  de 
crecimiento  es  posible  observar  células más  pequeñas  (1  µm)  o  filamentosas  y 
flexibles (10 a 40 µm). Son bacterias Gram negativas, que no forman endosporas, y 
no presentan flagelos, aunque varias especies del género son móviles por gliding. 
Estos  microorganismos  crecen  fácilmente  en  medios  comerciales  tales 
como  agar  nutritivo,  agar  tripticasa  soja  y  los  medios  de  cultivo  líquidos 





En  medios  sólidos  ricos  en  nutrientes,  las  especies  del  género  forman 
colonias  circulares,  de moderadamente  convexas  a  convexas,  de  translúcidas  a 
opacas,  lisas  y  brillantes,  con  bordes  enteros  u  ondulados.  En  medios  sólidos 
pobres  en  nutrientes  crecen  dando  lugar  a  colonias  que  pueden  ser  planas  y 
presentar  expansión  en  la  superficie  del  agar  (spreading),  con  márgenes 
irregulares,  rizoides  o  filamentosos.  Generalmente  poseen  un  color  amarillo 









tolerancia  más  alta  al  NaCl  (9%)  la  presentan  las  especies  Flavobacterium 
frigidarium  (Humphry y  col., 2001) y Flavobacterium beibuense  (Fu y col., 2011). 
Por el contrario, otras especies recuperadas de suelo y agua dulce,  incluyendo  las 
especies patógenas de peces, son bastantes sensibles al NaCl y no crecen en agar 
marino  (1,9% de NaCl). Así, F. columnare  tolera hasta 0,5% de NaCl  (Bernardet y 
Grimont,  1989)  y  F.  branchiophilum  y  F.  psychrophilum  hasta  0,2  y  0,5‐1%, 
respectivamente  (Bernardet  y  Kerouault, 1989; Holt  y  col., 1989; Ostland  y  col., 
1994).  En  otras  especies,  como  por  ejemplo  Flavobacterium  croceum, 




variar  en  función de  la  especie bacteriana. Así,  los microorganismos  aislados de 
ambientes fríos o polares, la mayoría psicrotolerantes y no verdaderos organismos 
psicrófilos, tienen un rango de temperatura óptima de crecimiento que varía entre 
11‐22  °C. Una excepción es  la especie  Flavobacterium hibernum, que aunque  se 
aisló de  la Antártida,  su  temperatura óptima de  crecimiento es 26  °C y  también 
crece a la temperatura más baja notificada dentro del género, ‐7 °C (McCammon y 
col., 1998). Por otro parte,  las especies aisladas de ambientes  templados  crecen 
óptimamente  en  un  rango  de  temperatura  de  10‐25  °C,  aunque  algunas  son 
capaces de crecer a temperaturas tan bajas como 0 °C o tan altas como 45 °C (Park 
y col., 2006a). La única especie del género recobrada de un ambiente cálido (agua 
de  manantial  a  37‐38  °C),  Flavobacterium  indicum,  presenta  una  temperatura 
óptima de crecimiento de 37 °C (Saha y Chakrabarti, 2006). 
De  forma  general,  la  mayoría  de  las  especies  del  género  son 
quimiorganótrofas, estrictamente  aerobias  con metabolismo de  tipo  respiratorio 
con el oxígeno como aceptor final de electrones (Bernardet y col., 1996; Bernardet 
y  Bowman,  2006,  2011).  Sin  embargo,  algunas  especies  como  F.  hydatis,  F. 
succinicans, F. denitrificans, Flavobacterium lindanitolerans y Flavobacterium ponti 
pueden  crecer en  condiciones de anaerobiosis  (Stanier, 1947; Anderson y Ordal, 
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1961;  Chase,  1965;  Strohl  y  Tait,  1978;  Reichenbach,  1989;  Horn  y  col.,  2005; 
Bernardet  y  Bowman,  2006;  Yoon  y  col.,  2011).  De  igual  forma,  las  especies 
Flavobacterium  ceti,  F.  croceum,  Flavobacterium  defluvii,  Flavobacterium  filum, 
Flavobacterium  segetis  y  Flavobacterium  weaverense  son  capaces  de  crecer  en 
condiciones de anaerobiosis aunque de forma débil y retardada (Park y col., 2006a; 
Yi y Chun, 2006; Park y col., 2007; Ryu y col., 2007; Vela y col., 2007). 
Todas  las  especies  del  género  producen  catalasa,  la mayoría  citocromo 
oxidasa y  sólo unas pocas presentan actividad  β‐galactosidasa.  La producción de 
indol es negativa en todas las especies en las que ha sido estudiada. La mayoría de 
las  especies  no  producen  ácido  sulfídrico,  excepto  algunas  especies  como  por 
ejemplo  Flavobacterium  cauense,  Flavobacterium  cheniae,  F.  columnare, 
Flavobacterium  reichenbachii,  Flavobacterium  rivuli,  F.  saccharophilum, 
Flavobacterium  subsaxonicum,  Flavobacterium  suncheonense,  F.  xanthum  y 
Flavobacterium xinjiangense. Casi todas las especies degradan gelatina y caseína y 
varias  especies  también  hidrolizan  almidón  y  esculina. Otros  polisacáridos,  tales 
como quitina, pectina y carboximetilcelulosa, sólo son hidrolizados por unas pocas 




de  carbono  (por ejemplo, F.  flevense, F.  frigidimaris, F. hydatis, F.  johnsoniae, F. 
pectinovorum  y  F.  saccharophilum), mientras  que  otros  utilizan  pocos  o  ningún 
carbohidrato  (por  ejemplo,  Flavobacterium  antarcticum,  F.  branchiophilum,  F. 
columnare,  Flavobacterium  gelidilacus,  Flavobacterium  glaciei,  F.  indicum, 
Flavobacterium  micromati,  F.  psychrophilum,  F.  saliperosum,  F.  suncheonense, 
Flavobacterium tegetincola, F. weaverense). Alrededor de la mitad de las especies 
de  Flavobacterium  degradan  Tween  y  tirosina,  mientras  que  sólo  unas  pocas 
especies son capaces de degradar el ADN y  la urea. El contenido de G+C del ADN 
de las especies englobadas en el género es de 30‐41 mol%, similar al de la mayoría 
de  los  otros  miembros  de  la  familia  Flavobacteriaceae,  aunque  las  especie  F. 
subsaxonicum  (Ali y col., 2009) y F. caeni  (Liu y col., 2010) presenta valores más 
altos de 43,3 y 52±0,6 mol%, respectivamente. 





de  las  colonias al agar, adsorción del  rojo Congo de  las  colonias,  crecimiento en 
agar marino, agar nutritivo y agar tripticasa soja, crecimiento a 25 °C, presencia de 
gliding motility, producción de pigmento tipo flexirrubina, utilización de la glucosa 
como  única  fuente  de  carbono  y  energía,  producción  de  ácido  a  partir  de 
carbohidratos  aeróbicamente,  degradación  de  esculina,  agar,  alginato, 
carboximetilcelulosa, caseína, quitina, ADN, gelatina, pectina, almidón, L‐tirosina, y 
urea, producción de pigmento difusible marrón en  agar  L‐tirosina,  formación de 
precipitado  en  agar  yema de huevo,  actividad  β‐galactosidasa,  susceptibilidad  al 
O129,  producción  de  H2S,  producción  de  citocromo  oxidasa  y  reducción  de 
nitratos. 
En  cuanto  a  las  características  quimiotaxonómicas,  como  en  el  resto  de 
miembros  de  la  familia  Flavobacteriaceae,  la menaquinona MK‐6  es  la  única  o 
predominante  quinona  respiratoria,  no  poseen  esfingofosfolípidos  y  la 
homoespermidina  es  la  principal  poliamina  presente  en  estos microorganismos 
(Bernardet  y  Bowman,  2011).  Recientemente  se  ha  hecho  una  corrección  en  el 




existe  un  perfil  específico  de  especie.  Esto  se  debe  principalmente  a  la 
heterogeneidad en  las condiciones de cultivo utilizadas para el análisis de ácidos 
grasos, ya que tanto el medio utilizado para el crecimiento como la temperatura y 
el  tiempo  de  incubación  influyen  en  la  composición  de  los  ácidos  grasos.  No 
obstante, según Kang y col.  (2013) en el género Flavobacterium  los ácidos grasos 
predominantes  son  iso‐C15:0,  iso‐C15:1 G,  iso‐C15:0 3‐OH,  iso‐C16:0 3‐OH e  iso‐C17:0 3‐
OH. 
3.2.3 Ecología 
Los miembros  del  género  Flavobacterium  habitan  una  gran  variedad  de 
ecosistemas de suelo y agua dulce, hábitats marinos o salinos, ambientes cálidos, 
templados o polares (Bernardet y Bowman, 2006). 





En menor medida  se  han  descrito  especies  de  entornos marinos  (agua  de mar, 
hielo marino,  sedimentos marinos),  agua  de  lago  salino,  peces  y  glaciares. Una 
única  especie,  F.  indicum,  ha  sido  aislada  de  un  hábitat  cálido  (agua  de  fuente 
termal  a  37‐38  °C).  Así,  dieciocho  especies  han  sido  recuperadas  de  hábitats 
polares  o  fríos,  y  ocho  de  ambientes  con  salinidad moderada,  aunque,  hasta  el 
momento,  no  se  ha  descrito  ninguna  especie  del  género  aislada  de  ambientes 





Microorganismos  pertenecientes  al  género  Flavobacterium  se  han 
encontrado también en varios estudios de comunidades bacterianas en diferentes 
entornos, tal es el caso de una investigación realizada en Egipto sobre la diversidad 
bacteriana  en  diferentes  ambientes  salinos  encontrando  que  parte  de  la 
comunidad bacteriana en estas muestras estaba formada por microorganismos del 
genero  Flavobacterium  (Ghozlan  y  col.,  2006).  De  la  misma  forma,  se  han 

















En  el  género  Flavobacterium  no  existen  especies  descritas  como 
patógenas para el hombre, aunque  se pueden encontrar en  la  literatura algunos 
casos  de  Flavobacterium  spp.  asociados  a  procesos  respiratorios  y  sepsis, 
fundamentalmente  en neonatos  y pacientes  inmunocomprometidos  (Manfredi  y 
col., 1999; Mosayebi y col., 2011). También se ha publicado un caso en el que se 




de  especies  patógenas  de  peces  que  afectan  principalmente  al  cultivo  de 
salmónidos  en  todo  el  mundo  (Baudin‐Laurencin  y  col.,  1989;  Bernardet  y 
Kerouault, 1989). Estas bacterias dan origen a diversas patologías, desde necrosis 
ulcerativa de la piel hasta infecciones sistémicas (Wakabayashi y col., 1989; Holt y 
col.,  1993;  Shotts  y  Starliper,  1999;  Starliper,  2011).  Las  especies  de  mayor 
significación  clínica  son  F.  psychrophilum,  F.  columnare,  y  F.  branchiophilum, 
aunque  otras  especies  del  género,  tales  como  F.  hydatis,  F.  johnsoniae,  F. 
succinicans,  Flavobacterium  chilense,  Flavobacterium  araucananum  o 
Flavobacterium  spartansii  también  se  han  aislado  ocasionalmente  de  peces 





alta mortalidad en salmónidos:  la enfermedad del agua  fría  (bacterial cold water 
diseases,  BCWD)  que  afecta  a  peces  adultos  en  los  que  ocasiona  erosiones  y 
ulceraciones  en  piel,  necrosis  de  aletas  y  branquias  y  en  los  casos  graves  se 
observa  descamación  completa  de  la  aleta  caudal  con  exposición  abierta  de  la 
espina en el área del pedúnculo caudal (Starliper, 2011), y el síndrome del alevín 
de la trucha arcoíris (rainbow trout fry síndrome, RTFS; Austin y Stobie, 1991) que 
es  una  enfermedad  sistémica  que  provoca  brotes  severos  durante  la  época 
invernal en  salmónidos  criados en piscifactorías  a nivel mundial  (Cipriano  y  col., 
1995;  Kondo  y  col.,  2003;  Nematollahi  y  col.,  2003;  Hesami  y  col.,  2008).  Esta 
patología  afecta  fundamentalmente  a  alevines  que  aún  no  son  completamente 
inmunocompetentes,  en  los  que  cursa  con  un  cuadro  septicémico  agudo  con 
hipertrofia  del  bazo  y  elevada  mortalidad.  En  algunos  peces  juveniles  puede 
también  observarse  distensión  abdominal  y/o  color  anormalmente  oscuro  de  la 
piel.  La  enfermedad  normalmente  tiene  lugar  cuando  la  temperatura  del  agua 
oscila entre 4 y 13 °C. 




la  superficie,  las  branquias  y  las  aletas  del  pez  provocando manchas  blancas  o 
áreas necróticas durante  la  infección activa, hasta que  la colonización bacteriana 
conduce  a  la  erosión  de  tejido  (Wakabayashi,  1993).  Los  signos  clínicos  que 
frecuentemente  presentan  los  peces  afectados  son  erosión  de  la  cola, manchas 
blancas en el cuerpo y branquias de color grisáceo (Shotts y Starliper, 1999; Pilarski 




La  especie  F.  branchiophilum  es  el  agente  causal  de  la  enfermedad 
bacteriana de  las branquias  (bacterial gill disease, BGD). Tal  como definió Wood 
(1974), el nombre de la enfermedad describe los signos clínicos de las infecciones 
bacterianas  de  las  branquias.  La  enfermedad  se  caracteriza  por  altas  tasas  de 





Las especies  F.  johnsoniae,  F. hydatis,  y  F.  succinicans han  sido  aisladas 
exclusivamente  a  partir  de  lesiones  externas  de  peces,  lo  que  sugiere  que  son 
probablemente  organismos  saprofitos  o  comensales  que  pueden  colonizar  las 
lesiones de peces  iniciadas por otras bacterias o parásitos  (Bernardet y Bowman, 
2006). 
Recientemente  se  han  descrito  tres  especies  del  género  a  partir  de 
salmónidos  enfermos,  F.  chilense  recuperada  de  lesiones  externas  de  trucha 
arcoíris,  F.  araucananum  aislada  de  riñon  y  lesiones  externas  de  salmón  del 
atlántico y F. spartansii aislada de riñon de salmón Chinook (Kämpfer y col., 2012; 
Loch y Faisal, 2014b). Otras cepas de Flavobacterium spp. saprofitas o comensales 






Chryseobacterium  gleum,  Chryseobacterium  indologenes,  Chryseobacterium 
indoltheticum,  [Chryseobacterium]  meningosepticum,  y  Chryseobacterium 
scophthalmum),  previamente  incluidas  en  el  género  Flavobacterium  y 
reclasificadas  sobre  la  base  de  un  estudio  del  16S ARNr.  C.  gleum  se  consideró 
como  la  especie  tipo  del  género  por  estar  bien  caracterizada  y  haber  sido 
estudiada  en  detalle  tanto  fenotípica  como  genotípicamente  por  Holmes  y  col. 
(1984b). 




año  2004  se  validó  otra  nueva  especie,  [Chryseobacterium]  miricola  (Li  y  col., 
2003),  aunque  posteriormente  fue  transferida  junto  a  [C.]  meningosepticum  al 





al  género  6  nuevas  especies  cada  año.  Solo  en  2008  trece  nuevas  especies  se 
sumaron  al  género,  aunque  una  de  las  especies  descritas,  Chryseobacterium 
arothri (Campbell y col., 2008), fue reclasificada posteriormente por Kämpfer y col. 
(2009b) como sinónimo de Chryseobacterium hominis (Vaneechoutte y col., 2007) 
al no observarse diferencias  sustanciales entre  las  cepas  tipo de ambas especies 
después  de  un  estudio  comparativo  en  base  a  características  genotípicas, 
fenotípicas  y  quimiotaxonómicas.  En  el  año  2009,  tres  especies  del  género 
Sejongia,  ([Sejongia]  antarctica,  [Sejongia]  jeonii  y  [Sejongia] marina)  pasaron  a 
formar  parte  del  género  Chryseobacterium  (Kämpfer  y  col.,  2009a),  la  especie 
[Kaistella] koreensis fue reclasificada como Chryseobacterium koreense (Kämpfer y 
col., 2009c) y dos nuevas especies más fueron descritas. Desde entonces, cada año 
























































































































































































































































La  información  detallada,  incluyendo  sinónimos,  datos  históricos  de  los  nombres,  cepas 








Los miembros  del  género  Chryseobacterium  son  bacilos Gram‐negativos, 
inmóviles, que no  forman esporos, con  lados paralelos y extremos  redondeados, 
que  generalmente  tienen  un  tamaño  aproximado  de  0,5  µm  de  ancho  y  una 
longitud variable, a menudo entre 1‐3 µm (Vandamme y col., 1994a). No obstante, 
existen en el género algunas especies singulares, como Chryseobacterium shigense 
(Shimomura  y  col.,  2005)  y  Chryseobacterium marinum  (Kämpfer  y  col.,  2009a) 
descritas  como  bacilos  ligeramente  curvados  y  la  especie  Chryseobacterium 
daeguense  (Yoon y  col., 2007) en  cuya descripción  se  indica que algunas  células 
son ovales o cocoides. 
Son  microorganismos  quimiorganótrofos,  con  un  tipo  de  metabolismo 
estrictamente  aerobio  con  el  oxígeno  como  aceptor  final  de  electrones 
(Vandamme y col., 1994a; Bernardet y col., 2002). Sin embargo, algunas especies 
del  género  como  C.  scophthalmum,  Chryseobacterium  bovis,  Chryseobacterium 
antarcticum, Chryseobacterium jeonii, Chryseobacterium taihuense y algunas cepas 
de C.  gleum  y C.  indologenes,  son  capaces de  crecer  en  condiciones  anaerobias 
(Yabuuchi  y  col.,  1983; Holmes  y  col.,  1984a,  b; Mudarris  y  col.,  1994; Hantsis‐
Zacharov y col., 2008a; Kämpfer y col., 2009a; Wu y col., 2013). 
El  rango  de  temperatura  al  que  son  capaces  de  crecer  estos 
microorganismos  es  muy  amplio.  Según  la  descripción  original  del  género, 
basándose  en  las  seis  especies  iniciales  (Vandamme  y  col.,  1994a)  todos  sus 
miembros crecen a 30 °C y la mayoría a 37 °C. Sin embargo, muchas de las especies 
descritas posteriormente muestran un  crecimiento psicrotolerante  a  5  °C,  todas 






En  los medios  sólidos  comúnmente  usados  para  el  cultivo  (agar  sangre, 
agar tripticasa soja, R2A y agar nutritivo), estos microorganismos forman colonias 
circulares, convexas, de translúcidas a opacas, lisas y brillantes con bordes enteros 




tipo  flexirrubina  (Bernardet  y  col.,  2002),  aunque  existen  también  algunas 
especies, como C. hominis (Vaneechoutte y col., 2007) y Chryseobacterium palustre 
(Pires y col., 2010) que no producen este pigmento y otras como Chryseobacterium 
yonginense  (Joung  y  Joh,  2011),  Chryseobacterium  haifense  (Hantsis‐Zacharov  y 
Halpern, 2007) y C. bovis (Hantsis‐Zacharov y col., 2008a) que presentan, además 
del  pigmento  flexirrubina,  pigmentos  del  tipo  carotenoide. Algunas  especies  del 
género  cuando  son  cultivadas  en  medio  agar  tirosina  producen  un  pigmento 
difusible de color rosado‐marrón a marrón oscuro  (Mudarris y col., 1994; Hugo y 
col., 2003), aunque esta característica no se ha  investigado en  todas  las especies 
del género.  
Otras  características  comunes  a  la mayoría  de  los microorganismos  que 
conforman  este  género  son  la  producción  de  las  enzimas  catalasa,  oxidasa  y 
fosfatasa,  su  fuerte  actividad  proteolítica,  su  capacidad  para  oxidar  distintos 
carbohidratos incluyendo el glicerol y la trehalosa, y para hidrolizar la esculina pero 
no  el  agar  y  su  resistencia  a  una  amplia  gama  de  agentes  antimicrobianos 
(Vandamme y col., 1994a; Bernardet y col., 2006).  
Para  la  diferenciación  de  las  especies  pertenecientes  al  género 
Chryseobacterium se recomiendan una serie de pruebas fenotípicas entre  las que 
se encuentran: crecimiento en agar cetrimida y agar MacConkey, crecimiento a 5, 
37  y  42  °C,  producción  de  ácido  a  partir  de  diferentes  azúcares,  reducción  de 
nitratos  y  nitritos,  producción  de  H2S  e  indol  y  de  las  enzimas  L‐fenilalanina‐
diaminasa, ureasa, y  β‐galactosidasa,  formación de precipitado en agar yema de 
huevo  al 10%  y  la hidrolisis de  almidón, Tween 80  y  L‐tirosina  (Bernardet  y  col. 
2002). 








género,  al  igual  que  el  resto  de  miembros  de  la  familia  Flavobacteriaceae, 
contienen  MK‐6  como  única  o  principal  quinona  respiratoria  y  no  presentan 
Introducción 
66 
esfingofosfolípidos.  En  cuanto  al  perfil  de  ácidos  grasos  todas  las  especies  de 
Chryseobacterium  contienen  los mismos ácidos grasos en proporciones bastante 
similares, siendo  los ácidos grasos predominantes  iso‐C15:0,  iso‐C17:0 3‐OH,  iso‐C17:1 
9c,  y  summed  feature  4  (que  comprende  iso‐C15:0  2‐OH  y/o  C16:1  7c/t).  Esto 
permite diferenciar las especies del género Chryseobacterium de otros géneros de 





están  presentes  en  una  gran  variedad  de  hábitats  que  van  desde  entornos 
industriales, ambientes naturales, muestras clínicas y alimentos. 




sedimentos de  lago  (Kim  y  col., 2005a, 2008;  Joung  y  Joh, 2011;  Strahan  y  col., 
2011;), agua potable  (Gallego  y  col., 2006),  suelo  (Yi  y  col., 2005b; Weon  y  col., 
2006; Zhou y col., 2007; Szoboszlay y col., 2008; Benmalek y col., 2010;  Im y col., 
2011; Li y Zhu, 2012),  la  rizosfera de diversas plantas  (Young y col., 2005; Park y 
col., 2006b; Cho y col., 2010), pastos (Behrendt y col., 2007) y material vegetal en 
descomposición (Behrendt y col., 2008). 
En  los  entornos  industriales  se  han  aislado  diferentes  especies  de 
Chryseobacterium  de  lodos  de  biorreactor  (Quan  y  col.,  2007),  aguas  residuales 
(Kämpfer  y  col.,  2003;  Yoon  y  col.,  2007),  sedimentos  contaminados 
industrialmente  (Pires  y  col.,  2010)  y  de  superficies  de  acero  en  plantas  de 
embotellado de cerveza (Herzog y col., 2008). 
Entre  los alimentos donde se han aislado especies de Chryseobacteriun se 
encuentran  los productos  lácteos,  como  leche de vaca  cruda  (Hugo y  col., 2003; 
Hantsis‐Zacharov  y  Halpern,  2007;  2008a,  b)  y  una  bebida  de  ácido  láctico 
(Shimomura y  col., 2005), así  como  carne y productos de aves de  corral  (Hayes, 





de  la  comunidad bacteriana normal del  alimento del que  fue  aislado,  como por 
ejemplo C. shigense  (Shimomura y col., 2005), en otras ocasiones  la presencia de 
estos  microorganismos  está  relacionada  con  el  deterioro  de  la  leche  y  los 





en humanos. Por  lo  general,  se  considera que poseen una baja  virulencia  y  son 
considerados  patógenos  oportunistas  causantes  de  infecciones  nosocomiales 
principalmente en recién nacidos y pacientes inmunocomprometidos (Bernardet y 
col.,  2005).  Aislados  de  Chryseobacterium  spp.  se  obtienen  con  frecuencia  de 
entornos  hospitalarios  en  los  que  son  capaces  de  colonizar  la  superficie  de 
distintos instrumentos y equipos médicos (Lu y Chan, 1997; Schreckenberger y col., 
2003), siendo su utilización el origen de  las  infecciones en  las personas (Holmes y 
Owen, 1981; Bernardet y col., 2006). Entre las especies del género con significación 









género  una  nueva  especie,  Chryseobacterium  bernardetii  (Holmes  y  col.,  2013) 
aislada de una muestra de esputo humano. 
En  el  ámbito  veterinario,  los  microorganismos  del  género 
Chryseobacterium no son patógenos relevantes para  los animales domésticos. Sin 
embargo,  algunas  especies  han  sido  asociadas  con  enfermedades  en  peces 
marinos  y  de  agua  dulce. Una  de  estas  especies  es  C.  balustinum,  aislada  de  la 




con  casos  de  hiperplasia  branquial  y  septicemia  hemorrágica  en  rodaballo 
(Mudarris y Austin, 1989; Mudarris y col., 1994; Bernardet y col., 2006). De  igual 
forma,  C.  joostei,  se  ha  aislado  tanto  de  lesiones  externas  como  de  órganos 
internos en diferentes especies de peces enfermos (Bernardet y col., 2005). Otras 
especies,  descritas  más  recientemente  y  relacionadas  igualmente  con  peces 
enfermos  son C. arothri  (actualmente C. hominis; Kämpfer y  col., 2009b) aislado 





























y  Bowman,  2006;  Bernardet  y  Nakagawa,  2006;  Bernardet  y  col.,  2006).  La 
mayoría de  los miembros de ambos géneros  son  saprófitos, aunque algunas 
especies  tienen  significación  clínica  en  el  ámbito  veterinario, 
fundamentalmente como patógenos de peces (Shotts y Starliper, 1999; Austin 
y  Austin,  2007).  Así,  las  especies  F.  psychrophilum,  F.  columnare,  y  F. 
branchiophilum  son  importantes  patógenos  de  peces  que  afectan 
principalmente  al  cultivo  de  salmónidos  en  todo  el  mundo,  siendo 
responsables de diversas patologías, desde necrosis ulcerativa de la piel hasta 
infecciones  sistémicas  (Baudin‐Laurencin y col., 1989; Bernardet y Kerouault, 
1989;  Holt  y  col.,  1993;  Austin  y  Austin,  2007).  Otras  especies  de  ambos 
géneros como F. johnsoniae (Suebsing y Kim 2012), F. succinicans (Anderson y 
Ordal,  1961),  F.  hydatis  (Strohl  y  Tait,  1978),  F.  chilense,  y  F.  araucananum 
(Kämpfer y col., 2012), F. spartansii (Loch y Faisal, 2014b), C. piscium (De Beer 
y  col.,  2006),  C.  piscicola  (Ilardi  y  col.,  2009),  C.  arothri  y  C.  chaponense 
(Kämpfer  y  col.,  2009b,  2011),  C.  balustinum  (Harrison,  1929),  C. 
scophthalmum  (Mudarris  y Austin,  1989; Mudarris  y  col.,  1994; Bernardet  y 
col.,  2006)  y  C.  joostei  (Bernardet  y  col.,  2005)  también  se  han  aislado 
ocasionalmente de peces enfermos. Este aumento en el número de especies 
asociadas con ciertos procesos clínicos en peces ha hecho que los miembros de 





arcoíris,  procedentes  de  varios  episodios  clínicos,  que  presentaban 
características clínicas compatibles con una infección por F. psychrophilum, así 
como algunos huevos embrionados. A partir de distintos órganos de diferentes 
alevines  y  en  tres muestras  de  huevos  embrionados  se  aislaron  en medio 
Anacker  and  Ordal  una  serie  de  bacterias  Gram  negativas,  ninguna  de  las 
cuales pudo identificarse como F. psychorphilum mediante una PCR específica 





cultivo puro, podrían  tener una  significación  clínica  en  el proceso  infeccioso 
que  padecían  los  alevines  y  por  tanto  consideramos  interesante  su 
identificación. 
Teniendo  en  cuenta  estos  antecedentes,  en  el  presente  trabajo  de 
Tesis Doctoral nos propusimos  como objetivo  realizar el estudio  taxonómico 
polifásico  de  los  microorganismos  aislados  integrando  datos  filogenéticos, 
genotípicos, fenotípicos y de caracterización molecular con el fin de esclarecer 
la posición taxonómica de estos microorganismos así como establecer criterios 
útiles  para  su  identificación.  Para  conseguir  este  objetivo  realizamos  las 
siguientes tareas de investigación: 
- Análisis  filogenético basado en  la  comparación de  las  secuencias del 
gen que codifica para el 16S ARNr. 
- Estudio  genotípico  mediante  estudios  de  hibridación  ADN‐ADN  y 
análisis del contenido G+C del ADN. 
- Análisis de características quimiotaxonómicas. 
- Caracterización  fenotípica  a  través  del  estudio  de  características 
fisiológicas y bioquímicas. 
























5.1 Caracterización  taxonómica  de microorganismos  del 
género Flavobacterium 
El  género  Flavobacterium  es  un  género  muy  antiguo  descrito  por 
primera vez por Bergey y col. (1923) para englobar un grupo muy heterogéneo 
de  bacterias  pigmentadas  de  color  amarillo.  Mayoritariamente  lo 
constituyeron bacterias Gram negativas, inmóviles o móviles con flagelo polar 
o peritricos,  así  como  algunas  especies Gram positivas, quedando  el  género 
formado inicialmente por 46 especies. 
A  lo  largo  de  su  historia  el  género  Flavobacterium  ha  sufrido 





especies:  F.  aquatile,  F.  branchiophilum,  Flavobacterium  columnare,  F. 
flevense,  F.  hydatis,  F.  johnsoniae,  F.  pectinovorum,  F.  psychrophilum,  F. 
saccharophilum y F. succinicans. Desde entonces, el género Flavobacterium se 
ha expandido  considerablemente debido  a  la descripción de muchas nuevas 
especies, estando formado en la actualidad, octubre de 2014 por 107 especies 
válidamente publicadas (Euzeby y Parte, 2014c). 




F.  columnare  y  F.  branchiophilum  son  importantes  patógenos  de  peces  que 
afectan  principalmente  al  cultivo  de  salmónidos  en  todo  el mundo  (Baudin‐
Laurencin  y  col.,  1989;  Bernardet  y  Kerouault,  1989).  Además  de  estas  tres 




Estos  microorganismos,  dependiendo  de  la  especie,  dan  origen  a  diversas 





En  este  capítulo  se  estudian  una  serie  de  aislados  pertenecientes  al 
género  Flavobacterium  recuperados  a  partir  de  alevines  de  trucha  arcoíris 
enfermos  que  presentaban  síntomas  clínicos  compatibles  con  una  infección 
por  F.  psychrophilum,  así  como  tres  aislados  recuperados  de  huevos 
embrionados.  Los  aislados  se  obtuvieron  en  medio  Anacker  and  Ordal 
comúnmente  empleado  para  el  aislamiento  de  F.  psycrophilum,  en  el  que 
crecieron  formado  colonias  de  color  amarillo.  Sin  embargo, 
microscópicamente estos microorganismos no presentaron la típica morfología 
celular de bacilos filamentosos que muestra F. psychrophilum (Cipriano y Holt, 
2005)  y  tampoco  pudo  confirmarse  la  identificación  como  F.  psychrophilum 
utilizando una PCR específica para este patógeno (Wiklund y col., 2000). 
Con  el  fin  de  establecer  la  posición  taxonómica  de  estos 
microorganismos  realizamos  un  amplio  estudio  taxonómico  polifásico  que 
incluyó  el  análisis  filogenético  y  la  caracterización  bioquímica,  fisiológica  y 
quimiotaxonómica  de  los  aislados.  Además  se  realizaron  estudios  de 
hibridación  ADN‐ADN  y  del  contenido  en  G+C  del  ADN.  El  análisis  de  las 
secuencias  del  16S  ARNr  de  los  aislados  mostró  que  estos  se  distribuían 
formando  siete grupos  filogenéticos  (F1‐F7) que presentaban porcentajes de 
similitud  en  la  secuencia  de  dicho  gen  mayores  del  98,9%  con  diferentes 
especies  del  género  Flavobacterium.  Los  estudios  de  hibridación  ADN‐ADN 
entre  los  aislados  de  los  grupos  F1‐F7  y  las  especies  filogenéticamente más 
próximas mostraron  porcentajes  de  hibridación  que  oscilaron  entre  11,0  y 
56,3%,  valores  claramente  inferiores  al  porcentaje  del  70%  de  homología 
considerado  como  mínimo  para  asignar  dos  taxones  a  la  misma  especie 
(Wayne  y  col.,  1987).  El  contenido  en G+C  del ADN  varió  entre  33,0  y  36,2 
mol%,  valores  que  están  dentro  del  rango  descrito  para  el  género 
Flavobacterium  (Bernardet y Bowman, 2010). Estos  resultados permitieron  la 
descripción  formal de  siete nuevas especies del género  Flavobacterium para 
las cuales se propusieron los nombres específicos: Flavobacterium oncorhynchi 
sp.  nov.  (grupo  F1),  Flavobacterium  plurextorum  sp.  nov.  (grupo  F2), 
Flavobacterium  tructae  sp.  nov.  (grupo  F3),  Flavobacterium  piscis  sp.  nov. 





Todas  las  especies  presentaron  MK‐6  como  principal  quinona 
respiratoria.  En  relación  a  los  diferentes  ácidos  grasos,  aunque  existieron 
diferencias  cuantitativas  en  el  porcentaje  de  cada  uno  de  los  ácidos  grasos 
detectados entre  las diferentes especies, todas ellas mostraron  iso‐C15:0 como 
ácido  graso  mayoritario,  observándose  niveles  entre  19‐33%.  La 
fosfatidiletanolamina  fue  el  principal  lípido  polar  en  todas  las  especies 
estudiadas.  Los  resultados  quimiotaxonómicos  obtenidos  coinciden  con  los 
descritos  para  los  miembros  del  género  Flavobacterium  (Bernardet  y  col., 
2002; Bernardet y Nakagawa, 2006; Bernardet y Bowman, 2011) y confirman la 
adscripción  de  las  nuevas  especies  al  género  Flavobacterium  basada  en  el 
estudio filogenético. 
Las  nuevas  especies  pueden  distinguirse  por  pruebas  como  la 
degradación  de  la  L‐tirosina  (positiva  para  las  especies  F.  plurextorum,  F. 
tructae, F. collinsii y F. branchiicola y negativa para F. oncorhynchi, F. piscis y F. 
branchiarum),  la  degradación  de  la  urea  (únicamente  positiva  para  F. 
branchiicola),  la  formación  de  pigmento  difusible marrón  en  agar  L‐tirosina 




la  diversidad  de  especies  del  género  Flavobacterium  relacionadas  con 
infecciones en peces. Además, se describen una serie de pruebas que pueden 
ayudar a  la correcta diferenciación de  las especies descritas  tanto de  las  tres 
especies  patógenas  de  peces,  F.  psychrophilum,  F.  columnare,  y  F. 













































































indologenes,  C.  indoltheticum,  C.  meningosepticum,  y  C.  scophthalmum) 
previamente clasificadas en el género Flavobacterium. En  la última década el 
número de especies  incluidas en el género ha aumentado considerablemente 
estando  compuesto  en  la  actualidad,  octubre  de  2014,  por  81  especies 
válidamente publicadas (Euzeby y Parte, 2014a). 
Los  microorganismos  pertenecientes  a  este  género  pueden 
encontrarse  en  una  gran  variedad  de  hábitats  que  incluyen  ambientes 
naturales  como  agua,  suelo  y  la  rizosfera  de  diversas  plantas;  productos 
alimenticios tales como pescados, carnes, aves de corral y productos lácteos; y 
entornos  industriales  como  por  ejemplo  sedimentos  contaminados 
industrialmente y aguas residuales. En medicina humana, algunas especies de 
Chryseobacterium  (C.  hominis,  C.  anthropi,  C.  gleum,  C.  treverense,  C. 
indologenes o C. bernardetii) se han asociado con diferentes procesos clínicos, 
si  bien  los  microrganismos  de  este  género  son  considerados  patógenos 
oportunistas causantes de  infecciones nosocomiales principalmente en recién 
nacidos  y  pacientes  inmunocomprometidos  (Hsueh  y  col.,  1997;  Chiu  y  col., 
2000; Bernardet y col., 2006; Holmes y col., 2013). En el ámbito veterinario, 
estos  microorganismos  no  son  patógenos  relevantes  para  las  especies  de 
animales  domésticos.  Sin  embargo,  ha  habido  un  número  creciente  de 
infecciones en peces asociadas con diferentes especies de Chryseobacterium. 
Tal es el caso de C. balustinum, C. scophtalmum y C.  joostei aisladas de peces 








el  estudio  taxonómico  de  una  serie  de  aislados  recuperados  a  partir  de 
Resultados 
110 
alevines  de  trucha  arcoíris  enfermos  que  presentaban  síntomas  clínicos 
compatibles con una infección por F. psychrophilum. El aislamiento se realizó a 
partir  de  branquias  y  órganos  internos  en  agar  Anacker  and  Ordal, medio 
comúnmente  empleado  para  el  aislamiento  de  F.  psycrophilum,  en  el  que 









Los  tres  primeros  trabajos  agrupados  en  este  capítulo  abarcan  un 
amplio  estudio  taxonómico  polifásico  que  incluye  la  caracterización  clásica, 
bioquímica y fisiológica, así como el análisis quimiotaxonómico y filogenético y 
estudios  de  hibridación  ADN‐ADN  y  del  contenido  en  G+C  del  ADN  de  los 
aislados de los grupos C1‐ C3. 
Los estudios de hibridación ADN‐ADN entre  los aislados de  los grupos 
C1‐C3  y  las especies  filogenéticamente más próximas mostraron porcentajes 
de  hibridación  que  oscilaron  entre  2  y  59,4%  con  las  especies 





resultados  permitieron  identificar  tres  nuevas  especies  pertenecientes  al 
género Chryseobacterium para las que se propusieron los nombres específicos: 
Chryseobacterium oncorhynchi  sp. nov.  (grupo C1), Chryseobacterium  tructae 
sp. nov. (grupo C2) y Chryseobacterium viscerum sp. nov. (grupo C3). 
Las  tres  especies  presentaron  MK‐6  como  principal  quinona 
respiratoria, el ácido graso mayoritario fue el iso‐C15:0 y la fosfatidiletanolamina 
fue el principal  lípido polar en  las  tres especies estudiadas. Estos  resultados 




Las  nuevas  especies  del  género  Chryseobacterium  pueden 
diferenciarse por pruebas como el crecimiento en medio BHI con 3% de NaCl 
(observado  solamente  en  la  especie  C.  tructae),  la  utilización  de  D‐manitol 
como  fuente de  carbono  y energía y  la presencia de actividad N‐acetil‐beta‐
glucosaminidasa  (ambas positivas únicamente para C. viscerum),  la presencia 
de  las enzimas  tripsina y  α‐glucosidasa en C.  viscerum y C. oncorhynchi, y  la 




En  el  último  trabajo  recogido  en  este  capítulo  se  describe  la 
identificación  como Chryseobacterium  shigense de  los  aislados del  grupo C4 






aunque  la  identificación  de  estos microorganismos  en  el  laboratorio  es  en 
ocasiones  difícil  se  describen  una  serie  de  pruebas  que  pueden  ayudar  a  la 

















































































incluidas  en  ambos  géneros  son  saprofitas,  algunas  especies  como  F. 
branchiophilum,  F.  columnare  y  F.  psychrophilum  son  reconocidas  como 
importantes patógenos de peces  (Ostland y col., 1994; Barnes y Brown 2011; 
Declercq y col., 2013) y otras, como C. scophthalmum, C. piscicola, C. piscium, 
C.  chaponense,  F.  johnsoniae,  F.  hydatis,  F.  succinicans,  F.  chilense,  F. 
araucananum  y  F.  spartansii,  se han  aislado de peces  enfermos  (Mudarris  y 
col.,  1994;  de  Beer  y  col.,  2006;  Flemming  y  col.,  2007;  Ilardi  y  col.,  2009; 
Kamfer  y  col.,  2012;  Loch  y  Faisal  2014).  En  el  presente  trabajo  de  Tesis 
Doctoral  hemos  realizado  un  estudio  taxonómico  palifásico  de  un  grupo  de 
bacterias  Gram  negativas  aisladas  de  huevos  embrionados  y  de  alevines 
enfermos  de  trucha  arcoíris  que  presentaban  síntomas  clínicos  compatibles 
con el síndrome del alevín de  la trucha arcoíris, una enfermedad septicémica 
cuyo  agente  etiológico  es  Flavobacterium  psychrophilum  y  que  afecta  a 




Ordal,  uno  de  los  medios  de  cultivo  empleados  comúnmente  para  el 
aislamiento de F. psychrophilum (Anacker y Ordal, 1959). Este hecho, junto con 
los  datos  clínicos  hizo  sospechar  inicialmente  que  pudiera  tratarse  de  esta 





de  alevines  enfermos  y  en  algunos  casos  se  obtuvieron  en  cultivo  puro, 
consideramos  que  podrían  tener  una  significación  clínica  en  el  proceso 
infeccioso que padecían  los alevines y por ello decidimos  realizar un estudio 
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la  identificación  de  estos  microorganismos  la  realizamos  mediante  la 
identificación molecular basada en  la secuenciación del gen que codifica para 
el 16S ARNr puesto que  la  identificación bioquímica de  las  flavobacterias  es 
difícil debido a  la complejidad y diversidad de estos microorganismos (Pickett 
1989;  Tiirola  y  col., 2002).  La  secuenciación de  este  gen  es muy útil para  la 
correcta  identificación de bacterias atípicas o  inusuales a partir de muestras 
clínicas  (Bosshard y col., 2006;  Janda y Abbott, 2007) y además  se considera 
también  una  técnica  recomendable  para  la  identificación  de  este  grupo  de 
microorganismos (Elkamel y Mohamed, 2012; Mun y col., 2013). 
El análisis de  las  secuencias del 16S ARNr de  los aislados permitió  la 
adscripción de  los mismos a  los géneros Flavobacterium y Chryseobacterium. 
Los  aislados  que  formaron  colonias  amarillas  constituyeron  siete  grupos 
filogenéticos (F1‐F7) que mostraron porcentajes de similitud en la secuencia de 
dicho  gen  mayores  del  98,9%  con  diferentes  especies  del  género 
Flavobacterium  (Fig.  5),  mientras  que  los  aislados  que  formaron  colonias 
naranja  se  agruparon  formando  cuatro  grupos  filogenéticos  (C1‐C4)  que 






mediante  el  algoritmo  Neighbour  Joining  en  el  que  se muestra  la  posición  de  los 
aislados de trucha en relación con las especies filogenéticas más próximas del género 
Flavobacterium. Los números de acceso de secuencia se muestran entre paréntesis. En 







mediante  el  algoritmo  Neighbour  Joining  en  el  que  se muestra  la  posición  de  los 
aislados de trucha en relación con las especies filogenéticas más próximas del género 
Chryseobacterium. Los números de acceso de secuencia se muestran entre paréntesis. 





Los  porcentajes  de  homología  del  gen  16S  ARNr  de  los  aislados  de 




presentaron porcentajes de homología del gen 16S ARNr  con C.  shigense,  la 
especie más próxima filogenéticamente, del 99,2‐99,8%. Las características de 
las colonias y la morfología observada en la tinción de Gram de estos aislados 
fueron  idénticas a  las observadas en  la  cepa  tipo de C.  shigense  (GUM‐KajiT; 
Shimomura y col., 2005). Además, la caracterización fenotípica de los aislados 
de este grupo mostró que  la mayoría de  las características eran consistentes 
con  las  indicadas en  la descripción actual de esta especie  (Shimomura y col., 
2005),  resultados  que  apoyaban  la  identificación  obtenida  mediante  la 
secuencia  de  gen  16S  ARNr.  Basándonos  en  los  datos  de  secuenciación  de 
dicho gen,  las  características morfológicas y  la  caracterización  fenotípica,  los 
aislados del grupo C4 se  identificaron como C. shigense (epígrafe 5.2, artículo 
4).  Esta  especie  fue  aislada  originalmente  de  una  bebida  de  ácido  láctico 
(Shimomura y col., 2005) y no hay publicaciones previas que relacionen a este 





2014a,  b;  Loch  y  Faisal,  2014b).  Por  este  motivo  realizamos  estudios  de 
hibridación  ADN‐ADN  entre  los  aislados  de  los  grupos  F1‐F7  y  C1‐C3  y  las 
especies  filogenéticamente  más  próximas.  Los  resultados  mostraron 
porcentajes de hibridación que oscilaron en  los grupos F entre 14,6 y 59,4% 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ADN‐ADN  permitieron  demostrar  que  los  microorganismos  estudiados  se 
correspondían con siete nuevas especies dentro del género Flavobacterium y 
tres nuevas especies dentro del  género Chryseobacterium para  las  cuales  se 
propusieron  los nombres específicos de Flavobacterium oncorhynchi  sp. nov. 
(grupo  F1),  Flavobacterium  plurextorum  sp.  nov.  (grupo  F2),  Flavobacterium 
tructae  sp.  nov.  (grupo  F3),  Flavobacterium  piscis  sp.  nov.  (grupo  F4), 
Flavobacterium  collinsii  sp.  nov.  (grupo  F5),  Flavobacterium  branchiarum  sp. 
nov.  (grupo  F6),  Flavobacterium  branchiicola  sp.  nov.  (grupo  F7), 
Chryseobacterium oncorhynchi  sp. nov.  (grupo C1), Chryseobacterium  tructae 
sp. nov. (grupo C2) y Chryseobacterium viscerum sp. nov. (grupo C3). 
Con  la finalidad de poder realizar  la descripción formal de  las nuevas 
especies, los estudios filogenéticos y de hibridación ADN‐ADN se completaron 
con  la  determinación  del  contenido  en  G+C  del  ADN,  el  análisis 
quimiotaxonómico y la caracterización fenotípica que incluyó el estudio de las 
características  morfológicas,  fisiológicas,  bioquímicas  y  nutricionales  de  los 
aislados. 
El  contenido  en  G+C  del  ADN  varió  para  las  especies  del  género 
Flavobacterium  entre  33,0  y  36,2  mol%  y  para  las  especies  del  género 
Chryseobacterium entre 33,1 y 39,0 mol%, valores que están dentro del rango 
descrito  para  los  géneros  Flavobacterium  y  Chryseobacterium  (Bernardet  y 
Bowman, 2006; Bernardet y col., 2006). 
El estudio de  las características quimiotaxonómicas  incluyó el análisis 
de  ácidos  grasos  y  menaquinonas  en  todas  las  nuevas  especies  y  la 
determinación de los lípidos polares en seis de las nuevas especies incluidas en 
el  género  Flavobacterium  (F.  oncorhynchi,  F.  tructae,  F.  piscis,  F.  collinsii,  F. 
branchiarum y F. branchiicola). Estas características, si bien no sirven para  la 
identificación a nivel de especie, si son útiles para  la discriminación a nivel de 
genero  dentro  de  la  familia  Flavobacteriaceae  (Bernardet  2010).  Todas  las 
especies presentaron MK‐6 como principal quinona  respiratoria y en algunas 
especies  (F.  plurextorum,  F.  tructae,  F.  piscis,  F.  collinsii,  F.  branchiarum,  F. 
branchiicola y C. oncorhynchi) también se encontraron pequeñas cantidades de 
MK‐5. En relación a los diferentes ácidos grasos, aunque existieron diferencias 





del  género  Flavobacterium  y  en  torno  al  33,7‐40,9%  para  las  del  género 
Chryseobacterium. Respecto a  los  lípidos polares,  la  fosfatidiletanolamina  fue 
el principal  lípido polar en  todas  las especies estudiadas, aunque  también  se 
encontraron  varios  aminolípidos  y  lípidos  no  identificados.  Todos  los 
resultados quimiotaxonómicos obtenidos coinciden con  los descritos para  los 
miembros  de  los  géneros  Flavobacterium  y  Chryseobacterium  (Vandamme  y 
col., 1994a; Bernardet y col., 2002; Bernardet y Nakagawa, 2006; Bernardet y 
col., 2006) y confirman  la adscripción de  las nuevas especies a estos géneros 





recomendadas  por  Bernardet  y  col.  (2002)  para  la  descripción  de  nuevos 
miembros de  la familia Flavobacteriaceae. Además, se estudiaron  las pruebas 
contempladas en los sistemas comerciales API 20NE y API ZYM. Los resultados 
obtenidos en  las pruebas  realizadas para cada una de  las nuevas especies se 
detallan  en  los  correspondientes  artículos  donde  se  realiza  su  descripción 
formal  (epígrafes 5.1  y 5.2). De  igual  forma, en  la  Tabla 9  se especifican  las 





F.  branchiarum),  la  degradación  de  la  urea  (únicamente  positiva  para  F. 
branchiicola),  la  formación  de  pigmento  difusible marrón  en  agar  L‐tirosina 
(observado  solo  en  la  especie  F.  oncorhynchi)  y  la  actividad  β‐galactosidasa 
(ausente  solamente en  F. branchiarum). De  igual  forma,  las nuevas especies 
del  género  Chryseobacterium  pueden  diferenciarse  por  pruebas  como  el 
crecimiento en medio BHI con 3% de NaCl (observado solamente en la especie 
C. tructae),  la utilización de D‐manitol como fuente de carbono y energía y  la 
presencia  de  actividad  N‐acetil‐beta‐glucosaminidasa  (ambas  positivas 
únicamente  para  C.  viscerum),  la  presencia  de  las  enzimas  tripsina  y  α‐







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































embargo,  aislados  recuperados  de  alevines  diferentes  y  procedentes  de 
diferentes  episodios  clínicos  que  tuvieron  lugar  en  diferentes  periodos  de 
tiempo (Tabla 6), mostraron patrones indistinguibles cuando se caracterizaron 
por PFGE indicando que se trataban de una misma cepa. Este es el caso de las 
especies  F.  oncorhynchi  y  C.  oncorhynchi  (epígrafe  5.1,  artículo  1,  Fig.  3  y 
epígrafe 5.2, artículo 1, Fig. 2,  respectivamente). Algo  similar ocurrió con  los 
aislados de C. shigense cuando se tipificaron mediante la técnica RAPD, ya que 
mostraron un único perfil molecular  a pesar de haber  sido  aislados durante 
cinco episodios clínicos diferentes (epígrafe 5.2, artículo 4, Fig. 2). Además, las 
especies de los géneros Flavobacterium y Cryseobacterium que se describen en 
este  trabajo,  como  hemos  indicado  en  párrafos  anteriores,  se  aislaron 
mayoritariamente de alevines enfermos y en algunos casos en cultivo puro a 
partir  de  órganos  internos  (Tabla  6).  Estos  datos,  junto  a  los  resultados 
obtenidos  tras  la  caracterización  genética mediante  PFGE  o  RAPD  permiten 
sugerir una significación clínica para algunas de las especies descritas. En este 
mismo  sentido, en un estudio  reciente en el que  se estudió  la diversidad de 
flavobacterias aisladas de diferentes especies de peces con distintas patologías 
en  el  estado de Michigan,  EEUU  (Loch  y  col.,  2013),  se  aislaron,  junto  a  los 
patógenos  clásicos  F.  psychrophilum  y  F.  columnare,  tres  de  las  especies 
descritas en el presente trabajo de Tesis Doctoral (F. oncorhynchi, C. viscerum y 








psychrophilum  la mayoría de  los miembros de  los  géneros  Flavobacterium  y 
Chryseobacterium  suelen  considerarse  patógenos  oportunistas  capaces  de 
ocasionar un proceso  clínico bajo determinadas  situaciones de  estrés,  como 
condiciones pobres de cultivo o trastornos ambientales, u otras circunstancias 
predisponentes  tales  como  coinfecciones  con  otras  bacterias  o  virus 






capaces  de  producir  mortalidad  ni  signos  clínicos  en  alevines  de  trucha 
infectados  experimentalmente  (Avendaño‐Herrera  y  col.,  2014).  En  nuestro 
estudio, los episodios clínicos ocurrieron generalmente después del transporte 
de  los  alevines  de  trucha  arco  iris  desde  la  incubadora  a  la  piscifactoría  o 
cuando  los tanques de transporte tenían una elevada densidades de alevines. 
Estas  circunstancias  representan  condiciones  estresantes  para  los  peces 
(Georgiadis y  col., 2001) que podrían haber aumentado  la  susceptibilidad de 
los alevines de  trucha a  la  infección. Estudios preliminares de patogenicidad 
experimental  que  realizamos  con  la  cepa  tipo  de  F.  oncorhynchi  (datos  no 
publicados)  apuntan  al  posible  carácter  de  patógeno  oportunista  de  esta 
especie. Así, esta  cepa  solo  fue  capaz de ocasionar  lesiones y mortalidad en 
alevines de trucha tras someterles a una situación de estrés manual severo. No 
obstante,  el  papel  de  estas  especies  como  patógenos  de  peces  deberá 







género  Chryseobacterium  no  hay  ninguna  especie  definida  como  patógena 
para  peces,  si  bien  en  los  últimos  años  se  han  aislado  varias  especies  de 
muestras  clínicas  de  peces  enfermos  (Mudarris  y  col.,  1994; De Beer  y  col., 
2006;  Flemming  y  col.,  2007;  Ilardi  y  col.,  2009).  Por  tanto, 
independientemente  de  que  muchas  de  estas  especies  no  puedan 
considerarse  claramente  como  patógenos  de  peces,  resulta  conveniente 
conocer  aquellas  características  fenotípicas  que  puedan  facilitar  su 
identificación.  En  este  sentido,  en  la  Tabla  9  se  resumen  las  principales 






El  presente  estudio,  donde  se  describe  el  aislamiento  de  10  nuevas 
especies de  los géneros Flavobacterium y Chryseobacterium y se describe por 
primera vez el aislamiento de  la especie C. shigense a partir peces enfermos, 
ha  permitido  tener  un mejor  conocimiento  de  la  diversidad  de  especies  de 
ambos  géneros  relacionadas  con  infecciones  en  peces.  Además,  estos 
resultados  junto  al  aislamiento  creciente  de  especies  de  ambos  géneros  a 
partir  de  diferentes  muestras  clínicas  (Pacha  y  Porter,  1968;  Rintamaki‐
Kinnunen y col., 1997; Tiirola y col., 2002; Bernardet y col., 2005; Flemming y 
























1. Las  bacterias  aisladas  de  alevines  y  huevos  embrionados  de 
trucha  arcoíris  se  relacionaron  filogenéticamente  con  los 
géneros Flavobacterium y Chryseobacterium. 
2. El  estudio  taxonómico  polifásico  de  las  flavobacterias 
estudiadas  permitió  la  descripción  de  7  nuevas  especies  del 
género  Flavobacterium  (Flavobacterium  oncorhynchi, 
Flavobacterium  plurextorum,  Flavobacterium  tructae, 
Flavobacterium piscis, Flavobacterium collinsii, Flavobacterium 
branchiarum  y  Flavobacterium  branchiicola)  y  3  nuevas 
especies  del  género  Chryseobacterium  (Chryseobacterium 
oncorhynchi,  Chryseobacterium  tructae  y  Chryseobacterium 
viscerum). 
3. Las  especies  Flavobacterium  plurextorum  y  Flavobacterium 
collinsii incluyeron aislados de alevines y huevos embrionados. 
4. Se  describe  por  primera  vez  el  aislamiento  de 
Chryseobacterium  shigense  a  partir  de  muestras  clínicas  de 
peces. 
5. Este  estudio  pone  de  manifiesto  la  diversidad  de 





Chryseobacterium  shigense  sugieren  una  posible  implicación 
de  estas  especies  en  el  síndrome  del  alevín  de  la  trucha 
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